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RESUMEM

En el testicuio se leva a cabo la espermatogénesis, durante este proceso ocurre la
recombinacon genética, reduccidén del nimero cromosémico, v ia diferenciacion celular hasta
espermatozoides. Una estruciura celular intimamenis ligada a la recombinacion v segregacion
durante la primera divisién meidtica, es ef complejo sinaptonémico (C S ). Este inicia su
formacion durante el zigoteno, adguiere su maxima expresion en paquieno y tiende a
desaparecer a partir def diploteno,

El C S. es de naturaleza proteica y esté formado por los elementos laterales (E.L.), flamentos
transversos (F.T.), y un efementc central {E C.). Entre los elementos laterales se ha
observade complejos enzimaticos, dencminados nodulos de recombinacidn (NR.), que

participan en el intercaming genetico entre los homodiogos.,

Una vez que concluye la recombinacién en pagquitene, los cromesomas homalogos tienden a
sgpararse, pero permanecen unidos en puntos conccidos como guiasma (Q) Estos estan
presentes desde la efapa tardla de la profase hasta la metafase I, y contribuyen a que ia
segregacion cromosomica se lleve a cabo de manera correcta Sin embargo, No se conoce
con exactitud la dinamica de los quiasma. Por tal razon, este trabajo tene por objeto
establecer el ipo y frecuenciz de quiasmas en diplotenc diacinesis -metafase Los resultadeos
de este trabajo serdn el punte de partida para evaluar el efecto de los agentes mutagénicos
sobre la frecuencia y tpo de Q v la relacion de éstos con las alteraciones cromosémicas

numencas




RELACION ENTRE LA FRECUENCIA Y TIPO DE QUIASMAS EN LA PROFASE
TARDIA Y METAFASE I, EN CFLULAS DE TESTICULO DE RATON

i, INTRODUCCION

Una de las preocupacicnes del hombre, es conocer las causas vy 1os mecanismos gue
explican la presencia de alteraciones en su  descendencia, gue de aiguna forma les
mpide adaptarse y sobrevivic De manera general, estas alteraciones pueden ser
morfeldgicas o fisiologicas, y en muchos cases, estan asociadas a cambios estructurales
y / 0 numéncos en el matenal genético. Estos cambios pueden darse en la

gametogénesis.

Para expicar el orngen de las aneuplodias, en células germinaies masculinas es
necesano conocer lo que ocurre duranie la espermatogénests y el particular el
comportamiento de les cromosomas durante |z pnmera divisidn meidtica, desde que se
aparean los homologos hasta su separacidn Fenémenos que estan intimaments

relacicnados con el complejo sinaptonémice (C 8.} y la formacién de guiasma (Q).

1



k. 4 TESTiCULO

En general, los testiculos poseen dos funcicnes, la produccion de gametos v la sintesis
de horronas, son organos ovoides situados en el escroto, cubiertes por una capsula
fibrosa y gruesa conocida como tlnica albuginea (Russell 1980). Fig 1
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Extendides desde la parte interna de la capsula, hay una serie de tabiques fibrosos que
dividen el interlor en vanos {dhulcs. Dentro de cada labulo, se encuentran enrollados ios
tubuios seminiferos. Desde &l punto de vista histologico, ef testicule esta formado per
tdbulos seminiferos, vy por tejido intersticial. Los prmeros estan constituidos por un epitelio
germinal, el segundeo por vasos sanguingos, Iinfaticos y células de Leydig (Ross /
Romreli 1889). Fig 2.
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En los tdbulos seminfferos existen dos compartimentos: el basal integrado por células de
Sertoll v espermatogeonias, y el adluminal donde se encueniran espermatoctos y

espermatozordes.

Compartimento basal:

En el compariimenio basai se encuentran las células de Sertoli, éstas son una pablacién
no proliferante que forman complejos de unién entre si y estan en contacto con fa lamina
basal. Emtten prolongaciones que Megan a la luz de los tibulos y forman ia fiamada
barrera hemato testicular gue proporcionz sostén fisico a las células espermaticas
También participan en &t movimento de las celulas hadia ia luz del thbule, proporcionan

nutrientes y ademas de fagocitar las célas allersdas y las no viables (Russell, 1980).

Las células de Sertoll son estimuladas por la hormona folicuio estimulante {F3H) para
sitebizar proteinas; entre ias que destacan fa proteina umdora de androgenos (PUA) v la
inhikina. La primera se une a la testosterona, facilitando su entrada al nicleo de los
espermaiodios, la segunda regula en hiptfisis 1a sintesis de fa hormona lutenisante {1LH)
(Jones, 1987).

Las células germinales llamadas espermatogonias, constituyen una poblacidn formada
por células en dversas fases de diferenciacién. Las espermatogonias lipo A, que después
varias divisiones mitdycas dan ongen a las espermategonias Intermedias v estas a su

vez, a las espermatogonias B (Russell 1880).




Compartimento adiuminal:

El compartimento adluminal esta formado por espermatociios primarios que ya iniciaron
la divisién meibtica. A partir de este momento vy en la medida que se llevan a cabo ias

divisicnes meidiicas y de diferenciacion celular, se desplazan hacia la luz de los tibulos

Los espermatocitos primarios recién formados por divisiones meidticas se convierten en
espermatoatos secundarics, que dan ongen a células mas pequefias llamadas
espermatides. Estas células haploides sufren una diferenciacion morfolégica flamaca
espermiogénesis que las convierte en espermatozoides después de una serfe de cambios
morfologicos. Es importante mencionar que en mamifercs existen patrones especificos de

distnbucién de los distintos estadios de la espermatogénesis (Ross / Romrell 1889).




1. 2 MEIOSIS

La meiosis es un término que se utliza para descnbir los cambios morfologicos v
biogquimicos gque ccurren en el ncleo de las células germinales, dando como resuliado
células con un nimero hapleoide de cromosomas gue se han recombinade. Para su
gstudic la meiosis totalmente se clasifica en prmera y segunda division meiética (M} y
MID) (Zinkler 1898).

Desde fines del swgio XIX hasta nuestros dias se han acumulado evidencias que
demuestran lo anterior, por ejemplo Chapter demostré que el nimero cromosomice de
Saccharomyces cervisiae era la mitad en comparacion con las células que le daban
origen (citado por Moens 1987). A lo anterior se suman observaciones citoldgicas en
células germinaies, que evidencian relaciones entre los cromosemas homologos que dan
ongen a estructuras en forma de cruz. A estos punios de unidn entre homologos se les
denomina @ (Moens 1987).

De manera paralela a los trabaos de cilogenética, se realizaron estudios gue
confirmaban las leyes  propuestas por Gregoric Mendel, sin embargo, algunos
expermentcs mostraban gue el comportamiento de los genes na siempre sequian estas
leyes, ya que al hacer algunas cruzas de genotipos especificos, no siempre daban ias
frecuencias esperadas de fenotipos. La explicacion que se dio a este fenémene fue, que
algunos genes estan ligados y se segregan unidos. Lo anterior explicaba parte de los
resultados obtenidos, perc no 10dos, per lo que se propuse una hipédtesis compiementara,
Esta consderaria que en algdn momento de la mewsis, los cromesomas homélogos
ntercamblan de manera recipraca genes, es decir, que habia recombinacion genética
{crossing over), Esto da como resultado que la informacién genética presente en los
cromosomas de ongen paterne v materng de las células diploides, es diferente a la

informacién presente en los cromoscmas analogos de [as células haplode. Después dela




melosis, en los cromosomas hay Informacion paterna v malerna, porgue hube
recombinacdn (Zinkler 1988; Tamann 1996}

En 1940 Barbara MacClintock, trabajande con diferentes variedades de maiz, logrd situar
varios genes en cromosomas especificos v al mismo tiempe encontré alguros
marcadores morfologicos en estos cromoscmas. Con estos elementos, después de
realizar expenmentos gue mplicaban la cruza de individuos con caracteristicas
genotipicas y fenotipicas bien definidas, demostro que: habla recombinacién genética
entre homolegos, o cual peodria detectarse desde el punto de vista citogenético y
fenctipico, ya gue los cromosomas mostraban evidencias morfolégicas del intercamblo,
confirmandose esto con la frecuencia de fenctipes resultante de ia recombinacion, Esta
nvestigadora concluye que los puntos en donde se habia dado intercambic entre
hemélogos correspondian al sitio en donde estaban los Q (Zinkler 1998)

La recombinacién genética y el pasc de un nimero diplotde a un haploide son hechos
que ocurren durante la melosis, y gue estan plenamente demostrados, pero la explicacion
de los acontecimienios que tienen que darse para que éstos courran n10 se conece con
exactitud. En algunos cascs, hay controversias sobre el significado y funcién de los
eventos gue ccurren durante la profase meidtica y en otras no se conoce las estructuras vy
organelos que intervienen durante las etapas Por ejemplo, no se conoce bien la relacidn
entre el ADN de los cromosocmas meidticos y las proteinas que contribuyen a la
compactacidn y adhesividad de las cromangas nermanas; tampocoe se sabe qué factoras
determinan el inicio del apareamiento de homélogos vy la separacidn de éstos durante la

metafase | sin que se separen los centromeros {Zinkler 1928)

PROFASE

Coma va se menciond anteriormente, los acontecimientos que ocurren durante la meicsis
airven para dividrla formaimente en distintas etapas; a8) meiesis b profase |, melafase |,
anafase | y lelofase !, b} melosis il profase il, melafase Il, anafase il y lelofase |1 Para

los fines de esie traba|o se describen a conbinuacion




Las espemmatogonas B que han rephicade el material gengtico, éstas pasan por un
periodo de reposo y en algln momento pasan la barrera hemato testicular para iniciar la
meiosis. A partir de este momento, paulatinamente se empiszan a compactar los
cromosomes, 08 cusles al tefiirse con Giemsa se hacen vigibles como hilos muy
delgados, a esta etapa se le concee como leptoteno (del griego leptos que significa
delgado). A parir de este momento se mnicia ef reconacimientc enire homdlogos. Algunos
inveshigadores han mostrado gue el ADN forma filamentos que se organizan en forma de
asas, y que hay zonas en donde el material genético es mas susceptible a sufrir dobles
rupturas, a estas regiones se les conoce como puntes calientes (hotspot) (Bernard 19380;
Moens, 1887). Se ha propuesto que estas dobies rupturas son el punto de partida para el
reconccimiento, apareamientic y recombinacidén entre homologos (Zinkler 1998; Bernard
1890) En estas zonas se han localizado enzimas y proteinas andlogas en mitosis y estén
relacionadas con la reparacion de ADN (Rad50, Rec A). En la medida gue transcurre el
tiempo, Ios cromosomas conbinGan compactandose, los teldomeros tienden a unirse
alrededor de la membrana nuciear y los homdlogos se acercan

£n la fransicion de leptoteno a zigoteno (zige = apareamiento) los telomeros empiezan
a desplazarse hacia una zona comin de la envoltura nuclear. Al agrupamentc de
telomeros y a las asas que forman los cromosomas se les denomina ramillete (buguet),
esto marca el inicio del zigoteno, se piensa gue este rearregio contribuye al apareamiento
de homodlogos (Sinapsig) (Zinkler 1889; Bernard, 1890).

En el zigoteno temprano, a lo largo de cada homdlogo, de manera adyacente y
discontinua empiezan a gparecer segmentos de filamentos protéicos que finalmente
forman un gje conocido como eje axial (Mcens 1987) Sobre estos ejes se encuentran los
complejos protéicos de forma ovaiada denominados nédulos de recombinacién
tempranos [NRt), en donde hay enzimas con capacidad para reparar rupturas de ADN
{Carpenter 1975) Generalmente una vez que se empiezan a formar los ejes axiales,

estos tienden 2 asociarse, con lo que & mnicia la sinapsis v la formacion del C S Enla




medida que se forma el C.5. se plerde la organizacién del buquet, los pares de
homdlogos se mantienen unidos a la envoltura nuclear y tienden a distribuirse en la
perifena del nlcleo. (Zinkler 198¢; Bemard 19¢0).

Se dice que la célula esta en paquiteno ( pakhus = grueso) cuando se ha completado la
sinapsis total de fos cromosomas homgclogos, formados por dos cromatides hermanas
(tétradas), también se observa que el C.S. esta ya formado completamente (Bernard
1990).

El C.S. esta constiuide por dos elementos iaterales (E.L }, (eies axiales en zigoteno),
situados a lo largo y de manera lateral en cada homdélego que ha sinapiado, estos
elementos laterales corresponden a los ejes axiales que se observa durante zigoteno.

La distancia que separa a los El. es de 120 nm y se conoce como espacio de
apargamientc ¢ central En este se encuentran unos filamentes llamados, filamentos
transversos (F T ), que aparentemente salen del E.L. (Moses 1990) Fig3ayb

Fig 3 Estructura del compicjo sinaplonérmce a) fotografia al microscopio glectronice {Tamann 1996)

b) esquema tridimensional del C$ ¢n donde C R. es ¢romatna, E L elemento lateral, E C elemento central,
T flamento transverso y R, nodulo de racombimnacidn (Hoytin 1996)
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Se ha propuesto que los F T. se solapen en la parte ¢entral del espacic de apareamiento
y den origen a el elemento centrat (E C.) { Moses 1968, Heyling 1988). En general existe
consenso en considerar gue los E.L son estructuras unitarias, sin embargo, hay
observaciones que demuestra que cada E L. esta constituido por dos o ires filamentos
(Moens 1969)

Con respecto a la composicién guimica del C.8 se sabe que los filamentos se
constituyen por una proteing denominada proteina de complajo sinapfonémico (SCR1),
formada por 976 amincacides. El extremo N-terminal se encuentra localizado en la
vecindad del E.C, mientras que el C-terminal esta sobre 0 dentro del E.L, se cree gue tai
vez forma dimeres, cuyo exiremo N-terminal se une en el E C. y mieniras que el C-
ferminal se mantiene anclado en los EL. La SCP1 muestra afimdad por el ADN en &l
extremo central, ademas, existe mucha similifud bicguimica enire las SCP1 de los
diversos organismos (Heytin 1892).

Los E.L. se forman por dos proteinas la proteina del complejo sinaptonémico 2 (5CP2) y
la proteina del complejo sinaptonémice 3 (SCP3), la primera se cbserva desde zigoteno
hasta diplotenc, es dearr, duranfe y después de la sinapsis. Se piensa gue podria facilitar
el apareamento de los homdlogos (Heyting 1986). La segunda se detecta en los gles
cromosomicos, desde zigoteno hasta metafase |. En los cromosomas metafasicos se
locahzan en las regiones cercanas al centromero, razon por la gue se ha sugerido que
podria ser un elemento que favorece ia unidn de las cromatidas durante esta etapa, cabe
aclarar que no se ha detectado durante la profase meidtica (Dobson y colaboradores
1994} La SCP3 es susceptible de fosforlarse, 10 que ocurre en mayor grado durante el
paquiteno medio ¥ temprano. Se especula si estos cambios, estan relacionados con los
cambios merfoldgicos que tiene el C S, aun no se conoce el significado broldgico de este

fendmenco {Lawrie v colaboradores 1985),




Ademas de los componentes del C.S. especificos para la melosis hay proteinas gue no lo
son vy que fambién, se han observadc ascciadas con el C.8. Por gjemplo, la
topoisomerasa 1, es una enzima que se focaliza en vecindad con el C.8, en partcular
durante las dliimas etapas de la profase medlica, se cree gue es 1mporiante en la
condensaadn de los cromosomas, la recombinacion genética, segregacion y tal vez en el
pasc de metafase a la anafase y de G2 a M. También se lccaliza en la estructura

cromosdmica, tanto en meiosie como en mitesis (Cobb v colaboradores, 1898}

Ctros complejos proteico asociades al C.S., son los nddulcs de recombinacion tardios
(NRT) que se localizan en la parte central del C.S. Generalmente son esféricos y con un
diametro aproximado de 100 nm En ias zonas donde esian situades. se ha detectado ia
presencia de ADN entre los E.L. y de proteinas relacionadas con la recombinacion
genética. RAD 51, MLH1, ATM, BRCA1, BRCAZ2 (Smith y Bernavente 1892) La RADS1,
es homaloga a ReCA de bactenas, durante la meiosis se relaciona con el reconocimiento
de homologes, recombinacion v separacion, a partir del paquiteno medio desaparece
{(Vazquez Nin 1993, Carpenter 1879)

La DMC1 vy la MLH 1 estan presentes en los NRT localizandose durante el zigoteno
hasta el diploteno, coinciden con los puntos en donde aparecen los @ {Bernard 1980). La
ATM se relaciona con la ataxia talangiectasia, enfermedad que se caracteriza por
nestabllidad del gen, alta susceptbilidad de un individuo a contraer cancer y alteraciones
gonadicas, se ha propuesto que ademas participa en la recombmacidn, meidtica vy regula

el ciclo celular.

La BRCA1y BRCZ son proteinas suprescras de tumor gue participan en fa reparacion de
dobles rupturas de ADN tanto en mitosis come en meiosis, siempre se localizan en las
zonas en donde aparecen RAD 51(Schalk vy colaboradores, 1998). En general se acepta
que la recomiinacién genética concluye en paguiteno ¥y que los NRT, sen complejos
multenzimaticos que canahzan las reacciones de intercambio reciproco (Vazquez Min,
1993 ).




El diploteno (dipio = doble) inicia con la separacidén parcizl de los cromosomas
homologoes v el desensamble del C.8, mientras que los cromosomas conlindan
engrosandose y acortandose, parecen repelerse unos a otros & lo fargo de la mayor parte
de su longitud (dessinapsis), a pesar ge esta separacioh los cromosomas coniindan
unides a lravés de uno o mas puntes conocdos come @, estos puntos ayudan a
mantenerfos unidos hasta la metafase , y de esta manera aseguran una cormrecta
segregacidn (Bernand 1890, Zinckler 1998).

En general los G se definen come la expresidn cioldgica de los eventos de
recombinacidn genética, es decrr, la expresion sica del proceso medianie ! cual los
cromoscmas  Intercambian  segmentos  homéloges  de  intercambio genético
{recombinacidn); este proceso da come resullado cromosomas con huevas
cambinaciones genaticas, siendo una fuente importante de vanabllidad genética (Moens,
1987)

La diacinesis (dia- g través de) es la etapa de transicion a la metafase |, en ella cesa la
sintesis de ARN, los cromosornas siguen condensandose, engrosandose y se separan de
la envoltura nuclear Es dificil diferenciar o separar a esta efapa de la metafase |, sobre
todo porgue ambas tienen muy corta duracion. En la metafase I, l1os centromeros no se
dwviden y cada pareja de cromosomas homdlogos se unen a las fibras del huso
acroméatico, alineéndose en un planc ecuatenal; esta separacion constituye la base fisica

de la segregacion de los alelos

Anafase |: los cromosomas homadiogos se separan y cada miembre de la pareja {diadas}
se dinge hacia los polos opuestos, de esta manera cada cromosoma censerva un
centromero funcicnal La CUltma etapa meidtica es la telofase 1 en esta, las diadas
alcanzan los polos del huso y se forma la membrana nuclear, en este momento cuimina la

primera division mewhca (reduccignal), es decrr, de 2n an




En cuarito 2 la segunda division meidtica {Mli), se dice gue es semejante a una mitosis
atin cuando se reduce a la mitad el materlal gendtico y no se reduce el ndmero
cromosomico par célula. En lz profase i los cromosomas se observan largos y deigados
en un ngmero haploide, conforme avanza esta etapa los cromosomas se van
condensande, la membrana nuciear desaparece y entran a la metafase Il en donde los
homologos se onentan hacia el planc ecugional y se chserva el huso acromatico. Una vez
que las céluias han llegado a este punte pasan a la anafase Il en donde los cenfromeros
se separan ¥ las cromatides son arrastradas por las fibras del huso. Al termino de ia
anafase |l se& empiezan a separar las células y en la felofase i, ocurre la division de las
dos células de la primera division meidtica de manera que ghora tendremos cuatro células

con la mited del material genético de la célula original Fig 4

1) Leenatena (23 Evamtenn
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Fig 4. Diagrama de los camblos cromasomicos en 1a meiosis
Fl e1amosoma oscurd partanece al padre y el claro a i madre { West1973)
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Fig5. Esguema de la profase | y matafasc | de la meosis
a) leploteno, b) zigoleno, ¢) paquiteno, d) diplotena, n) diacinesis, f} metafase (Tama-in 1956)
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i. 3 QUIASMAS

I.3.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

Durante la profase meidtica ocurre el fendmeno de recombinacion genética, que se
manifiesta morfolégicamente por los nédules de recombinacién y molecularmante por
cambios en el ADN Este fendmeno de recombinacién reciproca se visualiza con el
microscopon de luz, durante el diploteno y hasta metafase |. por medio de pequefios

puntos de unidn entre cromosomas, denominados quiasmas.

Los quiasmas (Q) fuercn descriics por primera vez por Ruckert en 1882 en ovocitos de
tiburdn, sin embargo, no fue hasta 1909 que Janssen los deseribié completamente v les
asigno el nombre. En sus estudios con arfibios Janssen noté que los bivalentes se
presentan junios en puntos o nodos z ios que llamo quiasma y los defing en los
sigulentes términes, * la palabra quiasma { o chiasmata) debe tomarse en sentido
general de dos extensiones, las cuales se cruzan una con ofra en una cruz de San
Andrés " Fig 8 A lo anterior se suman ias observaciones de Darlington, en las cuales se
refiere 2 la aparicion de otra estructura simifar a la cruz de San Andrés, perc ablerta a fa
que denomina cruz griega, es decr, que la misma estructura puede asumir dos formas

topologicas alternativas {Darlington 1832, citado por Jones 1987)

Fig & Ef gquiasma de Janssen a) crur de San Andrés, b) ¢ruz gnega {Jonos 1987




Basandose en lo antes mencionado, Darlington en 1937, propuso la hipbtesis de * torsion
de la formacion del guiasma " que plantea que las cromatides exteriores eran las
recombinantes y las de cruce eran las paternas. Dicha hipdtesis es totaimente
desmentida con la llegadae de las técnicas moleculares medemas (BrdlU/ FPG).
Generalmente se asume que el Q es una figura tridimensicnal compleja ¥y que ambas

cruces se presentan dependiendc del planc en el que se observe {(Jones 1987).

Postenormente Janssen propusc que el Q es la manifestacion citologica de los eventos
de recombinacién genética (tecria del quiasma tipo), sin embargo, hay otra teoria gue se
contrapone & la anterior y es fa interpretacidn clasica de Wenrich y Robertson. que
considera que ef Q representa la convergencia de los diferentes modos de apertura o
separacion de las cromatdes, por un lado enire cromatides homalcgas v per otro entre
las crométides hermanas, por lo tanto no estan relacicnadas con ef cruzamiento La
teorfa del quiasma tipo fue generalizada en 1832 por Darlington, basandose en sus
propias observaciones v en las de Belling, establecid que una cromatice de cada
homdlogo que forma el bivalente, esta asociada por ambos lades por un Q@ y que la
recombinacién genéica entre homdlogos, toma lugar entre dos cromatides diferentes

antes de cue se forme el Q.

En 1970, Solari trabajando con ratones machos, observd que durante la etapa micial del
diploteno, se encuentran regiones de convergencia entre cromatidas hermanas, en donde
se hay residuos de C.S. a pariir de estas cbservaciones dedujo gue dichos puntos
corresponden a los Q, ( Solari 1988) con esta misma observacidon comnciden varos
trabajos en difergntes varedades de maiz por Giliies, en hongos por Zickler, en Ascatis
por Kundo vy Bogdanov y en el hombre Holm y Rasmussen 1976 De esta manera Solari
sugind que el CS es un compenente esencial e integral del Q y que de alguna manera
es necesaric para la transicién de un evento de recombinacidn molecular a un Q

citolégico,




I.3.2 CARACTERISTICAS GENERALES

La maycra de los autores aceptan que los Q son puentes entre cromatides hermanas,
formados por residuos de C.S., gue evidencian la existencia de un fenémeno previo de
recombinacién g nivel de ADN, este mecanismo es muy imporiante, pues permite que
cada cromosoma de un individuo, pueda llevar gengs de ambos progenitores, ademas,
come ya se menciond este fendmeno contribuye a la variablidad genélica de las
poblacicnes. Estas estructuras emrpiezan a aparecer durante el diplotene y contindan
hasta mefafase |, se requiere un minma de un Q por bivalente para sostener a los

homalogos juntos vy asi asegurar una adecuada segregacion cromosamica (Jones 1887).

Los bivalentes pueden tener un G o mas y toman diferentes formas en al microscopio,
los bivalentes cortos con un Q Gnico pueden adoptar formas distintas, por ejemplo, st el Q
es interrmedio iomard la forma de una cruz abierta en la cual tedos los brazos son de
tamano simlar, sf el Q se encuentra cerca de un extremo, la forma que tomara sera de
una ¢ruz en donde los brazos no tendran el mismo tamafio Cuando estan presentes dos
Q los bivalentes toman forma de un anilic e incluyen dos cruces abiertas, y los bivalentes

con tres o mas Q forman mditiples anillos (Bermand 1880} Fig 7

3 4 e OB ¥T%
= o ; ‘
=2 . w ‘% ?
: R o I e
P A {x, . ® ' N
' ﬂ# A I T # s C— . =
st h r [ ‘ ‘p ::r?::—;‘si. {jv«— o e A_‘/:/'\ﬁ

Fig Representacion de algunos tipes de Q a) nlermedio, b) intermedig, ¢) teloménco, d) intermedic, &)
intermedio, f) ntermedio g) telomenco, h} telomerico intermedio, 1) teiomenco ntermadio, J) tolomernco
intermedio, &) telomérnco intermadio centromerico, 1Y Intermedios, m) teloméneo 2 intermedios centromerico,

n) telomenco 3intermedios centromanco (Bernad 1990}




1.3.3 TIPOY FRECUENCIA DE QUIASMAS

Hay tres formas de [ocalizacién principales, en la primera el Q esta localizado de manera
proximal, de modo gue se encuentra cercanc al centromero (Xc), de esta forma se
enclentrarn la mayoria de los G en muchas @species, en la segunda el Q se localiza de
manera distal, aqui el Q esta alejado del centromero (Xt), y la tercera es la intersticial (X1},
en la cual el @ se encuentra en el centro (Bernard 1990)

La distribucion del @ en una célula depende parcialmente de la longitud de los
cromosornas, es decir, que mientras mas grandes sean fendran mas Q@ El tpo y
frecuencia de Q, es una caracteristica pariicular de cada especie, por ejemplo en Allium
fistulosurn donde el 95% de todos los bivalentes tienen dos Q y el 98% de todos los Q
esian situados proximalmente, y de manera similar en Trilfum kamischatium el 87% de
cdos los bivalentes son biquiasmaticos y el 8% de todos los Q, estén situados
proximalmente, y en otras espectes como el acrididae sp (saltamontes) y hasteila sp
muestran una combinacidon de distnbucidn de Q proximal v distal dentro de la misma
célula. (Mather 1937, citado por Bernand 1290)

I.3.4 QUIASMA Y ALTERACIONES GENETICAS

Duranie la meiosis pueden ocurrir alteraciones de tipo numénco ¢ esfructural. Las
aiteraciones en el numero cromosomice de ias células puede criginarse cemo el resultado
del fendmeno denominado ne disyuncidn o no separacion cromosomica. Estas fallas
pueden suceder tanto en la mewss |, como en la meiosts I (antes, durante v después de
la formacién del Q)
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De las alteraciones cromosomicas numéncas, las aneuploidias sen por mucho las mas
comunes y clinfcamente las mas importante para el hombre, pues estan presentes en un
10 a 30 % de todos los huevos ferfilizados, y son la causa de casi 25% de todos los
abortos. Ademas, en muchos casos las ansuploidias estan asociadas a deficiencia mental
{Bishop y colaboradores 1896),

Durante las ulimas dos décadas, se han realizado esfuerzos para conocer en modelos
amimales, la relacien entre alteraciones genéticas y recombinacién por eemplo en
Drosopfula y levaduras los mutantes que reducen la recombinacidén meidtica tiensn
frecuencias incrementadas de no disyuncion En humanos, hay evidencias de una
aspolaciéon entre la recombinacion aberrante y una fisoma va que se han reportado
niveles reducidos de recombinacidn del cromosoma 21{Bishop y colaboradores 1996)
Otras Investigaciones sugieren que existen factores de riesgo entre los que destacan la
edad materna v la exposictdn a  algunos agentes quimicos, fisicos, bicldgicos o

ambientales, con propiedades clastogéricas.

Por muchos afos se han utilizado, una vanedad de guimicos inhibidores de ia mitosis
para la acurmulacidn, de células en metafase |, incluyendo colchicina, colcemida y
viblasting, las cuales actban nhibendo la polimerizacion de la tubulina, dando como
resultado la aneuploidia v polplodia. EF Benomyl (meti-1-] butil-1-carbomi}-2-
benzimidazol-2-benzimidazola carbamatoe), mnhibe ia polimerizacion de la tubulina y da
como resultado células aneuploides hyas (Jacobs y colaboradores, 1988) Otros gempios
de productos que inducen aleraciongs en la recombinacidn son algunos agentes
mutagénicos, como el gas mostaza y el diefll sulfonato, ambos reducen el intercambio

meidtico en Chlamydomonas reinhard: (Bishop y colaboradores 19€8).




Existe evidencia limitada, princpalmente en Drosophila, en que los excesos de ciertas
sustancias normaimente enceniradcs en la dieta, por ejempic calcio y selenio, pueden

reducir los niveles normales de cruzamientos (Genercso 1998)

Considerande todo lo anterior, surge la necesidad de profundizar en & estudic de la
relacdn entre el estudic de agentes mutagéncos, alferaciones cromosdmicas en células
germinaies, los procesos de recombinacion medtica v dinamica de los Q durante la

profase meittca tardia




iV OBJETIVO

General :

V. 1 Establecer el tipc v frecuencia de Q en espermatocitos de raton, durante el diploteno

y dlacinesis-metafase.

Particuiar.

V. 2 Emplear métodos sencilos y baratos en estos estudios




V MATERIAL Y METODOS

V.1 MATERIAL BIOLOGICO

20 ratones machos de la cepa NIH, de 3 meses de edad y con un peso aproximade de
entre 25 y 30 grs.

v.1l.2 REACTIVOS

Agua destilada

Acido acético glacial (Merck)
Acido clohidrico (Merck)
Acido formico {Merck)

Azul de metleno {Sigma)
Cloruro de potasio {Merck)
Cioruro de sodwo {Merck)
Coiagenasa (Sigma)
Colchicina {(Sigma}

Fosfato de potasio {(Merck)
Fosfato de sodio (Merck)
Gelatna (Sigma)

Giemsa {Merck)

Hidroxido de bano (Merck)
Metano! (Merck)

Nitrato de plata (Merck)
Resina sintética (Sigma)

Kit de sofucion de sulfalos (Merck}
Xilot (Sigma)




V.1l.3 MATERTAL DE VIDRIO Y EQUIPO

Balanza electronica
Bebederos

Cajas de petn de vidrio
Centrifuga
Cubrecbhjetos
Estuche de diseccion
Estufa de incubacidn
Guantes desechables
Jaulas metalicas
Jeringas

Microscopio

Pipetas

Pipeta pasteur
Portaobjetos

Tubos de ensaye
Vasos de precipitados
Vasos de Copleen

3%



v.1.4 METODOS

Se realzaron dos experimentos por duphcade | {ay b) y H {a ¥ b}, empieande en cada
caso, 5 ratenes machos de la cepa NiH, de 3 meses de edad y con un peso entre 25 y 30
grs El gyperimento | fue para determinar sf tipo y frecuencia de @ en dploteno
{temprano y tardio) y el il para establecer los parametros anteriores en diacines's-

metafase.

V.I.5 EXPERIMENTO I {diploteno)

a) Obtencidn de células

Los amimales se sacrificaron por dislocacién cervical, posteriormente se extrgjeron fos
testiculos v se les quitd {a tlnica albuginea El tejdo se coloco en 5 ml de una solucidn de
colagenasa (8 mg en 5 mi) durante 30 min a 30 °C, resuspendiendo con una pipeta
pasteur. Postenormente se dejd sedimentar por gravedad el tejdo no disperso y el
scbrenadante se paso en un tubo de ensaye, esta operacion se repitio dos veces mas A
continuacidn se centnfugd durante 10 mun a 1500 r.p.m., después se eimina el
sobrenadante y las céiulas sé resuspenden nuevamente en 10 mi de cloruro de potasio

(KCL), esta operacidn se repite 2 veces.

Después de la Oltma centrifugacidn, se elimind e sobrenadante y las células seé
resuspendieron en 10 ml de fyador (doido acético-metanol, 1:3), a continuacidn se
centrifug® 10 min a 1500 r.p m se elimina el sobrenadante y sé resuspenden las células
en 3 ml de fijador.

Con la suspencién celufar se hacen las preparaciones, dejando caer 3 gotas en un

porlaobjetos previamente lavado v desengrasado Se dejan secar al aire




b) impregnacién argentica A las laminillas se les agregan dos gotas de nitrato de plata al
50 % y cuatro gotas de una solucion de gelatina {100 ml de agua destilada, 2 gr de
gelatna ¥ 0.5 ml de acido formice) Se coloca un cubre objetos vy se deja actuar a los
reactivos durante 2 mmutos aproximadamente a una temperatura de 70 °C.
Postericrmente, se lavan ¢on agua des lonizada. Se deshidratan con Xilgl y s& montan
con resina sintética.

¢) Andlisis de [as laminiflas La revisian de laminllas se realizé a 100 X y se analizaron 30
células endipicteno per cada ratén.

Los procedimientos para el experimento Lb son analogos a los del la.

v.1.6 Experimento IZ {Ds-Me)

Tipo y frecuencia de guiasma durante diacinesis-metafase 1.

a} Se inyectaron los ratones con colchicinag (5 mg/Kg pesc) 3 horas antes del sacrificio Ef
procedimients para la oblencidon de células vy la elgboracion de laminillas fue similar al

descrito en el inciso a expenimento | a.

b} Para la obtencién de bandas C, las laminillas se dejaron envejecer durante 1 semana,
después se somelieron a la accion de acido clorhidnco (MG, 0.2N.en un vaso de
Copleen se sumergen las laminillas enveecidas y se dejan por un lapse de 15 minutos,
posteriorrmente se sacan, se lavan, con agua destilada v después de esto se sumergen
en un vaso de Copleen con hidroxido de bario (Ba(OH)2) preparado recientemente,
después de 15 minufos se lavan y se dejan en otro vaso de Copleen con soiucién de
sulfatos (SSC} a 64 °C por 60 min. Una vez pasado esle liempo se sacan, se lavan y se

dejan secar al aire




¢) Tincidn. La tincian se realiza con Glemsa al 4% por 20 min,

d) Fl andliss citngengtico se realizé en 30 células en metafase !

Los procedmientos para el experimeanto 1ib son analogos a {os def ila.

Lz interpretacion estadistica ds los resultades, se realizé utilizando la prueba de t de

Swdent (p= 0 05}




Vi RESULTADCS

VI.1 QUIASMAS EN DIPLOTEND (D)

Comec ya se menciond anteriormente, para determinar el tipo y frecuencia de G en
diploteno, se realizaron dos expenmentes, [ a y | b, empieando 5 ratones en cada caso.
En los dos ensayos, se analizaron las etapas tempranas y tardias del diploteno.

vI.1 1 Tipo de quiasmas

Conforme avanza la meiosis los cromesomas homblogos que estan apareados totalmente
(paguiteno), tienden a separarse, manteniéndose unidos por medio de @. Cuando se
emplean técnicas de impregnacién argéntica durante el diploteno, se observan los
elementos laterales que se han separado parcialmente y {as zonas donde se llevd, a cabo
la recombnacion genética, los Q (fotografia No 1) Estos pueden observarse en ia region
teloeménica (T), centromérica (C), e intermedia (1), pudiéndose encontrar de manera Unica
0 en combinacion de 2 o mas tipos: telomérnce centromeérnco, (TC), teloménco intermedio
(T1), centromérico intemedio (Cl), telomérico intermedio centroménco (TIC), teloménco 2
intermedio centroménco {T2IC) La tabla No 1 muestran los tipcs de @ en diploene.

Fotografia 1. Obsorvada a 100 X de una celula en diplotene, las fiechas muostran zigunos Q.

2%



Los tipos de Q fueron similares en las etapas temprana y tardia

TABLA 1. TIPO RE @ EM DIPLOTENO EXP IA Y IB.

] T - -
L s
i
: ,f o
i H
B [
Ceeow . i
* T=teloménco * Cl= centramérico intermedio
T C=centromérico * TIC= teloménco intermedic centromeérica
* I = ntermedio * T2lC=t=lomenco 2 intermedio centromeénco
" TC= telemerico centromenco * Obsevacienes realizadas o 100 X

* Ti=telomenco intermodio




v I.1.2 Tipo y frecuencia de @ en diplotenc tempranc (bt).

Los tiposy frecuencias de Q en Dt, del experimento 1 2 y | b, se muestran en |a tabla No
3. Al comparar estadisticamente (t student) los resultades de los dos ensayos se encentro
que no habia diferencia significativa (p = 0.05) (salvo en el casc del tipo de T2IC) Por tal
razén y con ei objeto de analisis y discusion se decidié sumar [os resultados de los dos
ensayos.

En orden descendenie ios tipos de @ mas frecuentes_fueron' TC (Y= 5.83 + 0.18),
enseguda el T (X = 2,72 = 0.21), seguidos por el C (X = 223 * 0.10); vy los menos

frecuentes fueron T2IC {X=0.18 + 0.5). Los resultados se observan en ia grafica No 1y 2.
VI.1.3 Tipo y frecuencia de Q en diploteno tardio (DT)

En la tabla No 4 se muestran las frecuencias de DT (Experimento 1 a y 1 b). Cuando
comparamos estadisiicamente (t Student) los resultados de ios dos experimentos no se
encontrd diferencia significativa (p = 0.05), salvo en ef caso del tipo T2IC Por esta razdn
se decdid sumar los ensayos, dando como resultado que en DT los tipos de Q gue
predominaron fueron T{X =701 026), TIC{X=026710.13),y TC (X =262+ 0.15)
y f0s meros que son los T2IC (X = 0.41 + 0.11). Los resuftados obtenidos se encuentran
en la grafica No 3y 4.

VI.1l.4 Total de Q en diploteno.

En la tabla 5 se muestran las frecuencias totales de @ en Dty DT, donde destaca gue el
namero de Q del tipo T es mas frecuente en el DT (X =27+ 021 queenel Dt (X=27 %
0 21) y los TC se comportan de manera contrana, es decir que en el tempranc TX = 5.63 4
0.18} son més frecuentes gue en el tardio (X'= 2.62 % 0.15). También se observaron que
los C disminuyen en los tardios con respecto a los temprancs. En el caso de jos
intermedios sucede lo contrarno. es decir la frecuencia en tardios es alta y en tempranos
es baja Los resullados se observan en la grafica No 5




VI.Z2 Q EN DIACINESIS-METAFASE (DS - Me I)

Para deteminar el tipe v frecuencia de @ en Ds—Me i, se realizaron dos experimentos, ¢l
llay elllb, empleando 5 ratones an cada ensayo

vi.2.1 Tipo de Q

En la medda que avanza la profase meidtica, los cromosomas homdlogos tienden a
separarse y compactarse, pasando de una estructura larga y laxa (paguitene diploteno} a
otra de menor longitud y compacta {diacinesis — metafase |) donde los homélogos se

mantienen unides por Q.

Para determinar el tipo de Q durante |la eiapa de Ds—Me | se aplicaron tecnicas para la
obtencion de bandas C y tincidn con Giemsa (Fotografia 2). Se obtuviercn bivalentes
unidos porun Q en la region telomérca (T) o intermedia {I). También se vieron pares de
cromosomas unidos por estos dos tipes de @&, telomérnicos y centromérico (TC) En el
caso de los intermedios y los TC se pueden observar vanaciones relacionadas con €
grade de condensacion cromosomica {I a, 1 b, Tl a, Th). La tabla No 2 muestra los

diferantes tipos de G en Ds - Me

Fotografta No 2 observacion a 100 X de una céluli en diacinesis-metasa |, las flechas muestran alguncs Q




Los tipos de @ que se encentraron fueron. T = telomérico, | = infermedic v algunas

variacicries de estos, que se encuentran en la tabla 2.

TABLA 2, TIPOS OE Q EN DIACINESIS-METAFASE | EXP A Y 11B.

Tipos de
Quissmas

T= telomenco

*1a= mtermodio tipo a

b= intermedio tipo b

* Tla= telomeérico intermedio lipe a
* Tlb= telormenca mtermeadio tpo b
* Observaciones realzadas 2 100 X

)
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VI.2.2 Tipo y frecuencia de @ en Ds-Ma I

En la tabla No 6 se muestran los resuliados de los experimentos 2 2 y 2 b. Al realizar el
estudio estadistico {t Student p= 0.05) no se encontré diferencia significativa y por esta
razén se decidid sumarlas. En esta tabla destaca gue los tipo @ que predominan son los
la(X=865x017), T{X=5550£0.11), y Tl a {X = 3.8 £ 0.29). Los gue tienen menor

frecuenciason Tl b (X = 0.6 £ 0.09) Los resultados obtenidos se encuentran en la grafica
No &




TABLA 3 TIPO Y FRECUERCIA DE QUIASMAS EN DIPLOTEND TEMPRANG

f =

fipas de T C T chigemas TC |11 Cl Tic TR
Medidas de
frecuencia . e
i 2.840,40  [2.24:0471G.7+0,19 [5.7440.31 1.1640.18 2.08+0.27 2.2+0.20 (.08£0.02
X2 2644020 [2.4320.130.9+0.11 [552+0.23 12940 16 1.934:0.05 1.94+0 10 0.29:0.07
i
F{I 2.7+03.21 2.33+£010|0C 8+0.11 |5.032£0.18 1.2240.11 2+0.13 2.0910.12 0.18+0.05
%' 1 1.85 1.85 1.85 1.85 1.85 1.85 1.85 1.85
;Tc 0.35 0.85 087 0.58 0.52 0.53 1.30 2.55
[ S S _ L o
* T= Telomérico * TIC= Telomérico Intermedio Centromérico

* C= Centroménco
= |= Intermedio
- TC= Telomérica Centromérico
* TI= Telemérico Intermedio
* TCl= Centromérico Intermedic

* T2IC= Telomérico 2 Intermedin Centromérico

* X1= Medias de experimento 1 a

* X2= Medias de el experimenc 1 b
*XT= Medas totales

*Tt = t de student de tablas

*Te = t de estudent calculada
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FRECUENCIA DE QUIASMA

ar

o

<l TG T
TG DEQUIASMAS

GRAFICO No 1 TIPO Y FRECUENCIA DE QUIASMAS EN DIPLOTENO TEMPRANO.

T = Teleménco, € = Cenlromenco, | = Ialermedio, TC = Telomence Cenlromnenca, T = Teloménes Intermedio, Cl = Centroménco intermedio, TIC = Telomernco
n'crmedrd Cen'roménco, T2C = Te'oménco 2 In‘ermedios Centromenco

! Expla DExpﬂa
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FRECUENCIA DE QUIASMA

cl TIC T21C
TIPO DE QUIASMAS

GRAFICO No 2 TIPO ¥ FRECUENCIA TOTAL DE QUIASMAS EN DIPOTENO TEMPRANO.

T = Tcloménes, C = Sealroménes, I = Intermed.e, TC = Telomeno Centoménce, Ti ~ Telomence inleinsedr, CF = Centiusnénco Intermedto, TIC = Telomeénco Intermedic
Ceryomenco, T2iC = Telomenco 2 Infermad os Centramenco
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TABLA 4, TIPO Y FRECUENCIA DE QUIASMAS EN DIPLOTENO TARDIO

{"’?{5?);{1? T fe™7h ¢ T T cr - TIC TJrac ]
chiasmas i

i Medidas de

frecuencia

X1 7114030 (0.84+0.11]1.6520 06| 2.67+0.17  £1840.20 2.740.23 1094013 [0.0810 46
X2 1284040 {122£07011.540.07 |2.5840.26 1474012 | 2.6£0.15 0984003  |0.75+0.035
Xt T 275021 (10301201 5740.05{2.6240.15 (1631012 12674013 (1.0340.06  |0.41580.115

R S ] I T _ e N

F1n 1.85 185 1.85 1.85 1.85 1.85 1.85 1.85

I'Te o 035 18T Jred  jozs 1.39 Ctosa foso {149

i . 1
I e _ _ _ _ . . . [

" T= Telomérico
= C= Centromérico
* 1= Intermedio

* TC= Teloménco Centromérico
" Ti= Teloménco Intermedio

* Cl= Centromeérico Intermedio

* TIG= Telomérico Intermedio Centromérico
* T21C= Telomérico 2 intermedio Centromérico
* Tt= T de student de tablas

* Te= T de student calculada
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FRECUENGIA DE QUIASMA

[

TIC T21C
TIPO DEQUIASM AS

GRAFICO No 3 TIPO Y FRECUENCIA DE QUIASMAS EN DIPLOTENO TARDRIO

T w\aetico, O — Centromenco, | - Intemidiz 1C —Tetoménco Centiomenco, T Lelonwnca Intumedio, O = Centromenco fterniedio, TIC = Tclopiénco Intermede Centroménco,

e

telom.res 2 Intermedies Ceatromy o

Fapla E:.j Leplb
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FRECUENCIA DE QUIASMAS

n o S
T o=
. he 24 o
R i ; ) i—'-',:—l
- -oes = - - - ——— - - - - - = acd — Zaied T = -
T C TC T Ci TIC T2iIC

TIPO DE QUIASMAS

GRAFICO No 4 TIPO Y FRECUENCIA TOTAL DE QUIASMAS EN DIPLOTENDO TARDIO

T = Teloménro, © = Cenfromenco, ' = Intemed 0, TC = Teloménco Centromérnco, Tl = Telomérnico Intermedio, Ol = Centroméncoo Intermedio,  TIC = Telomerico
In*eaned a Centramanco, T2IC = Telomenco 2 Intermedios Centroménco

T
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TABLA 5. TIPO Y FREGCUENCIA DE QUNASMAD EN DIPLOTERD

a Tiposde iT “Tc C1 TIC
i guiasmas |
! fivcuencia ; ]
de cmasmata ; ) o
X1 ' 2726021 (2332010 210,13 2.0940.12
U . - SR — - .
X2 ’57.0] +0.26 11.03x612 2.62x013 2,6710.13 1.03+0 06 0.4134£6.115

}
\

- T = Telomérico

* C Centromérico

* i = Intermedic

*TC = Telomérnico Cantromeérico
* Tl = Telomérico Intermedio

* Cl = Centromerico Intermeadio

* TIC = Telomérico Intermedio Centromérico

*T2IC = Telomérico 2 Intermedio Centromérice

* X1 = Medias de diplotenc temprano
* X2 = Medias de diploteno tardio




FRECUENCIA DE QUIASMAS

Cl TIC T2IC
TIPODE CHIASMATA

GRAFICO No 5 TIPO Y FRECUENCIA DE QUIASMAS EN DIPLOTENO TEMPRANO Y TARDIO

T = Teloménca, G = Centroménco, | = Intermedio, TC = Teloménca Cenbromencoo, Tl = Teloménice Intermedo, Cf = Ceptromenco Intarmadi,  TIC = Telométeo
Wteimaedio Centroméreoo, T2'C = Teloménon 2inemmedios Cenlroménco

m Dipletena lemprang m Dipioteno tard o
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TABLA 6 TTPO Y FRECUENCIA DE QUIASMAS EN DIACINESIS METAFASE .

P T-sg‘)os de T T V Ta ]'z-) T Fla o Tlb T
quiasmas
Medidas de ‘
frecuencia ~ |
X1 . 554022 16.2240 26 0.8+0.22 3.9+0.31 10.6840.13
S SN SR ) —. —_— .
X2 5.46+0.10 §6.8_+_O.18 0.506+0.15 3.8%0.54 1 0.534+0.13
XT T [sss001 [65+007 (0688013 3810290 f0.6:009
T T iss  Thrss O iiss “tss T liss
Te T o6 16 (020 117 0.67
o _ e L b 4
= T=Teloménco X1 =Medias de cxperimento 1a
* Ta= Intermedio a X2 = Medias de cxperimento 1b
~ Ib= Intermedio b XT =Medias 1otales
* Tla= Telomérico Intermedio & Ti =1 de Estuden de tablas

= 'TTo= Teloménice Intermedio b Te =t de Estuden calculada (p = 0.05)
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Vil DISCUSION

En el presente trabajo al caracterizar el tipo y frecuencia de Q que existen durante las
etapas de D y Ds-Me I, encomramos que durante e! periodo de D existen ocho tipos
diferentes de Q, a los gue nombramos de acuerdo a su iocalizacion en e! bivalente: T, |,
C, T, TC, IC, TIC, T2iC. Estos sufren cambios en la frecuencia de D a Ds-Me |, solo tres
tinos apareten en Ds-Me | . T, L.y el Ti, a los dos tltmos los encontramos subdivididos
enta, ib, Ti a y Tib, los ctros tipos ya nio aparecen durante ssta etapa {tabla 2).

En la iteralura los datos sobre tipos y frecuencia de Q, son muy escasos, solamente se
encontraron cuatro  trabajos en  una  revisidn  por  medios  electrdnicos
{www nchi.ombnih.gob), de 30 afos atras En el primero los autores, utilizando el método
de banda C, analizaron un total de 269 células, de las cuales 50 se encontraron en
diplotena, 137 en diacinesis y B2 en metafase |, de lo que obtuvieron ocho tipos de G, a
los que denominaron de la manera siguiente 1CH, 2CH, 1TA, 2TA, 1CH 1TA, 1CH -2TA,
2CH 1TA, 2CH -2TA, estos tipos aparecieron durante las dos etapas de estudio

{diacinesis y metafase 1),

Al comparar los resultados que obluvimos en este frabaio con los de Hirolam y
colaboradores enceonframos gue existen algunas concordancias y muchas diferencias,
Algunas de éstas, se deben principalmente al método, pues nosoctros utilizamos téenicas
de 1impregnacién argéntica para caractenzar las células en diplotena y para localizar la
posicion cel centrémero en Ds-Me | ullizamos banda C Los autores mencionados
utilzaron Lnicamente técnicas de bandas C v solo caracterizaren las etapas de diacinesis

y metafase |




Analizando sus resuitados encantramos que ccincidimos en aigunos fipos de @, aun
cuandc son nombrados de manera distinta. Los Q andlogos son: Jos T,  gue denominan
asociacion terminal (TA), los @ |, que llaman Intersticiales {1CH) v los T1, a los que
nompran intersticlal con una asociacién telomérica (1CH - 1TA). Los tipos de Q con los
que no coincidimos, san los C, TC, Cl, TIC y T2IC, coincidentsmente en todos los cases
se encuentra un Q de tipe C, este Q es el que se disccia, pues los cromosomas de ratén

son telomeéncos

Con respecto a las frecuencias, se observa que éstas son muy distintas, esto se debe a
que se utilzaron cantdades diferentes de células, pues ellos utliizan 50 para diplotenc
(el articuio no dice !a cantidad de ratones utilizados) y nosctros 2C por cada ratén, de un
total de cinco ratones por experimento, estc hace gque no sean comparables

estadisticamente hablando

En el segundo articulo Hirctami v colabgraceres utlizan un métode de tincidn
cromosdmica convencional (Gliemsa) y los centromeres se identificaron usande el método
de impregnacion argéntica modificado de Howell y Biack. La obtencion de informacion a
nivel moiecular sobre ¢! tamano de Q terminal se aphco la téonica PRINS a los teloméros,
dicha técmca ha sido desarrollada y establecida para localzar drectamente las
secuencias usando olingonucledtidos. Este trabajo, se realzd con testiculos de Mus
plathythrix, utilizandc 600 cromosomeas en total de donde se obtuvieron 50 células en
diacinesis y se clasficaron los Q en tres categorias basicas, el Q centromérico (Xc), el G
intersticial (X1}, el Q terminal (Xt), estos Q fueron analizados en tres tpos de gréficas. La
primera es la grafica de distribucién del @, representada por dos parametros, ¢l tamafio
de los brazos (SL) (ordenadas) v [z distancia del X1 0 Xt a partrr del centrémero (abcisas);
la segunca es la grafica de la frecuencia del @, 1a cual puede obtenerse a partr de la
proyeccién de la ubicacién dei Q (Xe,Xi vy Xt) en la grafica de distribucién de Q. para los
brazos esfandarizados { brazos cortos 3L, donde fa distancia det SL' es 1 0 v la tercera

~0




y dllima grafica es la de mnterferencia de @, {a cual sirve para demostrar un patién de
distribucién totai de los valores de interferencia de Q mntersticial {li} a través de los cuales
se puede sstimar estadisticamente los vaicres de i max (interferencia maxima) e li min

{interferencia minima).

Al tratar de comparar nuesiros resuitados con los obtemides por Hirotamu vy
colaboradores, nos dimes cuenta de que esic no se puede hacer ya gue utilizaron
diferentes especies y diferentes etapas de la profase. Es imporianie destacar gue elios
utilizan la técnica de PRINS (Clasificacion primaria in situ} para localizar regiones
cromosémicas especificas, sin embarge, en este caso la técnica de banda C nos da
resulfados muy Oules, ya que con mucha facilidad se localizan las regiones
centroméricas, ademas de ser muy econdmica, menos laboriosa v no requiere de equipos

sofisticados

Bentro de iz bibliografia encontrada, ewste un tercer articulo, el de Arnderson y
colaboradores, donde describen una técnica de jocalizacidn per inmunoflugrescencia de
la proteinaMLH1, que forma parte de los NR Utilizando rata macho ellos inmunclocalizan
la MLH | dentro de los cromosomas apareados, tifiendo con DAP! el DNA y utilizando
anticuerpos SCP3 para hacer wisibles los EL En este ariculo solo obtuvieron fas
frecuencia de @, y no se dividieron en tipos, no dice en que etapa trabajarcn, pero a
Juzgar por las imagenes presentadas deducimos que se trabajo en paquiteno, Estos
auteres cuantifican el nimero de puntos en donde este presente la MLH |, que son los
sitics en que ocurre el intercambio genético entre homdlogos y este valor lo consideran
come el numere de Q La canbdad de Q que ellos encueniran en paguiteno es superor a
la que nosotros obtuvimos en este trabajo, esto concuerda con lo descrito en la
hibliografia en donde se menciona que ¢l nimero de nddulos de recombinacidn tiende a
dismuinuir en |a profase tardla y en consecuencia él numero de Q (Bernard 1990)

!



En el cuaro trabajo los autores emplean espermatocitos y ovocitos de raton de la cepa
3H1, dichas células se encuentran en Ds-Me |, y utilizan fa técnica banda C En esta
experimento solo se obtiene la frecuencia de Q v no el lipo, esta frecuencia es mencr a la
gue cbtuvimos nosotros. (Lawrie, Tease, Hultén, 1985). En el caso de ios machos, estas
diferencias podrfan atnbuirse a los métcdos empleados para obtencién de las células
germinales (Baldev y Mattherw 1988). En !as hembras, ademas de la diferencta en el
métode errpleads, en la bibliografla hay trabajos que indican qus el nimerc de Q entre
individuos de distinto sexa de una misma especie, pueden ser diferentes (Zickler 1988),

Con lo gue respecta a las frecuencias que presentan los diferentes tipos de Q,
encontramos gue los de tipo T, aumentan de manera considerable de diploteno temprano
(27 = 0.21) a diploteno tardio (7.01 = 0 26), de manera paralela los Q de tipo TC
disminuyen de diplotens temprano (5 63 + 0 18 ) a diploteno tardlo (2 82 + 0 15), at igual
que los detipo TIC (diplotenc temprano 2.080= ¢ 12 a tardio 1.03 = 0.06), esto nos hace
supocner gque el aumente en la frecuencia del tipo T, puede deberse a la disminucion en la
frecuenca de los tipos TC Y TIC, es decir que hay una pérdida o disgoiacidn de ios Q de
tipo C e |, en estos tipos Podemos suponer gue un bivalente que contenga un @ T y otro
més, al perderse estos dltimos da crigen a un Q T. Algo andlogo puede suceder en el
caso de los intermedios, por ejemplo a el Q T e pueden dar ongen los TI, TIC y el T2IC, &
los | le podian dar ongen los IC, TIC, T1, y asi sucesivamente). En diacinesis metafase |
los Q de tpe T, disminuyen {5.5 + C.11) y los tipos TC, TIC desaparecen, esto suglere
que o observadeo podria deberse a los mecanismos propics de la meiosis, por medio de
ios cuales conforme la meiosis avanza hacia el final de 1a profase les homdlogos, tienden

2 agruparse hacia los polos opuestos, esto provoca disociaciones en algunos Q.




Es imporante recordar que la meiosis no es un procese sincrénico, de modo que no
todos los cromosomas presentes en una célula deberan necesariamente avanzar de
manera paralela en la meiosis, esto s que mientras algunos cromosomas en diploteno va
se encuentran separadaos, algunos ofros estan todavia, parcial o totalmente apareados,

esto fue claro para nosotros por que en algunas células si se llegd a observar.

Tambien se observe el mismo fendmenc en los Q de tipe |, en los cuales aumenta la
frecuenciaen diplotens (temprano 0.8 + 0.11 a tardio 1.57 = 0.05), de la misma forma que
en los T, esta evidencia suglere que el aumento en la frecuencia de Q de tipo |, es ia
consecuencia de la pérdida de algunos tipes de @ quedando solo el intermedio de los Q
de tipo TIC, Cl y posiblemente en T2IC, aun cuando la frecuencia para estos dos ultimes
haya aurrentado de diploteno temprano (2 = 0 13) a diploteno tardio {2 67 + 0 13), en el
primer case vy de igual forma para el segundo {diplcteno temprano 0.18 + 0.5 a diplctenc
tardioC.41=011).

Si lo diche en el @ T es cierto esperariamos que este tipo de Q disminuyera ya gue en
diacinesis-metafase desaparecen, perc esto no fue asi. probablemente por el tratamienio
que reciben las celulas en la téchica va que el aumento observadc no es
estadisticamente significativo. Otro tipo de Q del que se podria derivar ei Q de tipo | es el
TIC, el cual como ya se menciond antenormente disminuye en diploteno y desaparece en
metafase. En el paso de diploteno a diacinesis-metafase el Q de tipe | se subdivide en
dos. el !l a {85+ 017 v el b ({088 x 013), estos subtipos pueden darse por que 2n
diacinesis los cromosomas toman diferentes formas elipticas y lo que estamos viendo es

el resultado de eso.




Las frecuencias observadas para los @ de tipo Tl aumentan de diplotenc tempranc (1.22
+ 0.11} & ciploteno tardio {1.83 = 0.12 } y en metlafase se subdividen en dos tipes, el Tl a
yel Tl b {Tla3.8+0.29yel Tlb 0.6 + 0.09), lo cual sugiere que el aumento en este tipo al
igual que en los antericres se debe a la disocizcién del @ C de los tipos TIC y T2IC, ya
que estos desaparecen en diacinesis-meiafase, estc de alguna manera corrobora lc antes

mencionado.

lLlos @ de tipp C disminuyen su frecuencia en dipioteno tardio (1.03 = 012 ) en
comparacitn con la cbservada en diploteno temprano {2,233 £ 0.10 ) v desaparece en
diacinesis- metafase. La desaparicion de ios G C podria explicarse por el hecho de que
en la primera division meidtica los cromoscmas no se separan &n cromatides hermanas vy
para poder orientarse a cada polo es necesaric que los @ C se eliminen, de esta forma se
pueden cnentar los microtibulos v puedan ssgregar l0s cromosomas de manera
adecuada.

En este trabgio se puede observar que a través de la profase tardia, el nimero de Q
tiende a disminuir El caractenzar la dinamica de los Q es el punto de partida para futuros
estudios de mutagenicidad, ya que se ha observado que en organismos (levaduras,
hongos y maoscas) que presenlan mutaciones en os genes que segregan la
recombinacdn genética, se presentan problemas de no disyuncidn durante la primera
division meictica dandeo ongen a aneuploidias o problemas de fertilidad. Censiderando
gque hay numerosas sustancias asociadas a aneuploidias, es importante conocer si estas

se onginan a partir de alteraciones de apareamiento durante la metosis.
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Finalmente [a frecuencia y tipc de Q pueden sufrnir cambios, por la accidn de diferentes
agentes quimices, fislcos o bioldgicos, sélo que no se conoce con exactitud de que
manera |los afectan, estos dafios pueden provocar alleraciones en la fertilidad, mai
formaciones, retraso memtal o hasta la muerte de la descendencia Es por esto que en los
ditimos afies se han realizado esfuerzos para conocer mas sobre este tema y sea
encontrado por gjempic, que de las diferentes ciases de alteracicnes cromosomicas, las
aneuploidias son fas mas comunes y clinicamente las mas imponantes en el hombre,
estas pueden ser provocadas por un grupo mitade de guimicos como la ciclofosfamida y
¢l etanol, agentes alquilantes como el acetaldehido y rayos X (Bishop 19298), que
provocan disociaciones prematuras durante lg metafase | y en consecuencia
aneupioidias, que en individucos con problemas de ferblidad puede haber alteraciones en
el apareamentc de hcemodlogos, que puede i1 desde apareamientos parciales hasta
asinapsis yen consecuencia la recombiracion genética se ve afectada v por ende los @,
el aumentode la probabiidad de dafio en la descendencia con el aumento de la edad efc
Es por estoque estos resultados son el punto de partida para posteriores investigaciones,
que nos permitan concoer el efecto genotdxice de ios distintos agentes v los mecanismos
de accién, para asi evitar o disminuir la probabilidad de que ia descendencia presente

alteraciones genéticas




Vili CONCLUSIONES.

De ios resultades enconirados en este trabajo se puede conciuir que.

a} Los tipos vy frecuencias de Q son especificos para cada stapa

b} Que las frecuencizs cambian de diplotenc iemprano a diplsteno tardio y  también a

dizcinesis-metafase |

c) Que desaparecen algunos tipos de Q para dar pase a otros en diacinesis-metafase |.

d} Los resultados de este frabajo son el punto de partida para postencres investigaciones
gue nos permitan conccer, de que manera afectan las diferentes sustancias a el tipo y

frecuencia de Q y en que medida puede afectar esto a su descendencia

S
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